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€h Spontan dispergierbare Konzentrate mit antrtumoral 
wirfcsamem Taxol und mit Taxol-analogen Verbindun- 
gen. ihre Zusammensetzung und UberfOhrung In wftwe- 
rtge Ultramikroemulsionen, sowle ihre Verwendung ate Mit- 
tel zur HersteHung eines pharmazeutischen *°™ natl ™ s " 
prftparates mit erhdhter und gut vertraglicher Wirksamkett 
gegen Tumore. Psoriasis und Ekzeme werden beschne- 
ben. 
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8 achreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft spontan dispergierbar Konzentrate mil schw r loslichem Taxol und 
anderen schwer l&slichen, Taxol-analogen Verbindungen, ihre Zusammensetzung und Uberfuhrung in 
wasserige Ultramikroemulsionen, sowie ihre Verwendung als Mittel zur Herstellung eines pharmazeuti- 
schen Kombinationspraparates mit erhbhter und gut vertraglicher Wirksamkeit gegen Tumore, Psoriasis 
und Ekzeme. 

Ausgewahlte, in Wasser schwer losliche Taxol-Verbindungen haben eine sehr starke Wirkung gegen 
Tumore, Ekzeme und Schuppenflechte, vorab wenn sie in spontan dispergierbare MARIGENOL®-Kon« 
zentrate eingearbeitet und dann mit destilliertem Wasser, 5%-iger Glucoseldsung Oder physiologischer 
Kochsalzldsung (Ringerlosung) verdunnt worden sind, wobei sich thermodynamisch stabile Ultrami- 
kroemulsionen mit globularen Mizellen ausbilden, welche einen hydrodynamischen Radius von 2.2 bis 
3.0 nm aufweisen. 

Beschreibung der Erfindung 

Das lur die Formulierung von erfindungsgemassen Konzentraten ausgewahlte Taxol (Paclitaxel) und 
die Taxol-analogen Verbindungen haben die Formeln (I) bis (XVIII): 



Rlliift 



1 




o < 

COC 6 H 5 



OAc 



(I) : R 1 * 




mit R 



H; R* » Ac 



TAXOL = PACLITAXEL, Reinsubstanz (isoliert aus Himalayan Yew) von DABUR INDIA Ltd., Harsha 
Bhawan, Block «E», Connaught Place, New Delhi und 22, Site IV, Sahibabad/Ghaziabad (U. P) India, 
bezogen. 
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H.C, H 

X /COO 
(CH,) 3 C-ONH C 

(II) : R = n • 
10 TAXOTERE 

(III) : R 1 * OH ; R 2 = H 

10-DEACETYLBACCATIN-lll (DAB) 

15 

(IV) : R 1 * OH ; R 2 = Ac 

bezogen. 

e © 

25 CO(CH 2 ) 2 COO N(CH 2 CH 2 OH), 

H 

(V) : R 2 « Ac, R 1 wie in (I) mil R' - 

30 0 0 

CO(CH 2 ) 5 COO N(CH 2 CH 2 OH), 

35 (VI) : R 2 = Ac, R 1 wie in (I) mit R' = 

G 0 

_ , mt CO(CH 2 ) 3 COO Na w 

(VII) : R = Ac, R wie in (I) mit R ■ 23 

40 0 0 

CO(CH 2 ),--CONH(CH 2 ),— N(CH,) 2 CI 

45 (VIII) : R 2 = Ac, R 1 wie in (I) mit R* = 

0 e 



50 



(IX) : R* = Ac. R 1 wie in (I) mit R' = 



COCH r N(C 2 H 6 ) 2 CH 2 SO, 
H 
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(X) 



R 2 = Ac. R 1 wie in (.) mi, R- . CGCH 2 OCH 2 COOH 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



(X.) : R 2 = Ac, R 1 wie in (I) mit R' = COCH 2 SCH 2 COOH 

(XII) : R 2 = Ac, R 1 w.e in (I) mit *- = COCH 2 S0 2 CH 2 COOH 

(XIII) : R 2 * Ac, R 1 wie in (I) mit R' = COOCH 2 CH 2 S0 2 C,H 5 

(XIV) : R 2 - Ac, R 1 wie in (!) mit R' = COOCH 2 CH 2 S0 2 .p-nitrophenyl 

(XV) : R 2 = Ac, R' wie in (I) mit R' = COOCH 2 CH 2 S0 2 .p-amlnophenyl 

OAc 



AcO«« 



(XVI) : 




OAc 



(XVII) 




OCinnamoyl 
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Wertere Beispiele von Taxo.-ana.ogen Verbindungen sind u.a. in fo.genden Patentschriften beschrie- 
^EP 0569 281 A1 (Priontat 06.05.1992; U.S. 879,661. Bristo.-My rs Squibb Co.) WO 94/07878 (Priori- 
tat 05 10 1992- PCT/FR 93/00968. Rhdne-Poulenc Rorer S.A. 

(Prioritaten: U.S. 08/010.798. 29.01.93 
U.S. 08/034.852. 22.08.93 

10 U ' WO^4/1 4 70 1 50'. Fto°da 9 State University. C7-Taxane Derivatives 
(Prioritaten: U.S. 08/010.798, 29.01.93 
U.S. 08/034,852. 22.08.93 

U *o!&lX *%SL Conege. Synthesis o. Taxo.. Ana.ogues and .ntermedia.es 
15 (Prioritat: U.S. 08/015.095. 05 .02.93) sjnd nahe2U was8e ainl6s.i- 

Taxol sowie die Taxol-analogen Verbindungen <tei „™™M > » i verbindungen aber durch die 
che und hoch agglomerierte Verb.ndungen. Damrt ^.^^^^JSTwJrden k6nnen, mus- 
Membranbarriere ^ Tumon^ **«JJ^ solubilisiert warden, 

sen derartige Verbindungen vorerst in ***** ' >m ™Ji jndungen (l) bis (XVIII) dann stark 

lassen s» •mMitUcK durch die Annahme deiitor. dees *e SSTmS<UI»^Wl«. »o» Mizel- 
auegevragenes Gesamlsystem g.r»rnmen ,n <tof "Jsse^T ^ .KenThtfSmfcchln Re* 
to Mde?. Diese besitten mehr dde, ww.^. to ?«»™«^ | ,s * ^^322 9 end »*«»■ 

Die DiHusion veriautt solange entlang idem . Konzent L at, °"^ ""J ™ d ° s Kon z en tration an Wirksubstanz, 

ke des Wirkstofftransportes durch die Membran der Tumorzelle besbmrnt. 

1 vom Konzentrationsunterschied ac in den beiden Kompartimenten 

2. vom Veilchenradius des diffundierenden Wirkstottmolekuls oder ^offsystems 

3. von der Viskositat der diflundierenden wassengen LOsung (Emulsion) 
55 4. von der Temperatur. 
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MIZELLEN: VERHALTNIS VOLUMEN ZU GESAMTOBERFLACHE 





ZAHL der 
MIZELLEN 


Hydrodynamischer 
RADIUS der Mizellen 


VOLUMEN der 
Mizellen 


GESAMTOBER- 
FLACHE der Mizellen 


5 


1 


1 cm 


4,187 cm3 


12,564 cm* 




103 


0,1 cm = 1 mm 


4,187 cm3 


125,64 cm* 




106 


0,01 cm 


4,187 cm3 


1 256,4 cm* 


10 


109 


0,001 cm 


4,187 cm3 


12 564 cm2 




10 1 2 


0,0001 cm = 1 M m = 1000 nm 


4,187 cm3 


125 640 cm2 




10^5 


0,00001 cm = 100 nm 


4,187 cm3 


1 256 400 cm* 


15 


10« 


10*6 cm = 10 nm 


4,187 cm3 


1 256,4 m2 




1021 


10* 6 mm = 1 nm 


4,187 cm3 


12 564 m2 



Kugelvolumen = 3 n r 3 
Kugeloberflache = 4 rc r* 

Fazit: Durch die grosse Phasenoberflache, welche die Mizellen mit einem hydrodynamischen Radius 
von 2.2 bis 3 nm in Ultramikroemulsionen ausbilden, wird zusatzlich zu deren gesteigertem Diffusions- 
vermogen die rheologische Verteilung («spreading>») und somit die gezielte Abgabe, d.h. die Biovertug- 
barkeit und Btoaktivitat der Wirkstoffe, welche in der inneren Phase der Mizellen in monomer oder oli- 
25 gomer agglomerierter Form vorliegen, ebenfalls stark verbessert. Das kann eine betrachtliche Ermassi- 
gung der kritischen Dosierung erlauben und damit unerwunschte Nebenwirkungen vermeiden oder 
wenigstens verringern helfen. 

Die «Packungsdichte» eines spontan dispergierbaren, stabilen MARIGENOL®-Konzentrates nimmt in 
exponentieller Funktion mit der kleiner werdenden Teilchengrdsse der Mizellen zu. Entscheidend sind 
30 die richtige Ausbildung der inneren Phase des Konzentrates, ihr ausgewogenes Verhaltnis zum Ge- 
samtkonzentrat und die Auswahl der je dazu passenden Tenside. 

Die erfindungsgemass spontan dispergierbaren Konzentrate vereinigen in sich als wesentliche Be- 
standteile: 

0.5 bis 5 Gew.-% von Taxol oder einer Taxol-analogen Verbindung der Formeln (I) bis (XVIII), bzw. 
35 Kombinationen solcher Wirkstoffe. sowie 

5 bis 25 Gew.-% eines als Hydrotrop, bzw. Coemulgator dienenden, pharmavertraglichen Losungsmit- 
tels oder Losungsmittelgemisches, 

5 bis 90 Gew>% eines pharmavertraglichen Tensides oder Tensidgemisches. 
Sie konnen uberdies enthalten: 
40 0 bis 10 Gew.-% eines Vitamins oder Provitamins, 

0 bis 10 Gew.-% eines Stabiiisators, Radikalf angers oder Penetrationsverbesserers (« penetration or flux 
enhancer**). 

Die erfindungsgemass anwendbaren Ol-in-Wasser Ultramikroemulsionen enthalten: 
0,01 bis 5 Gew.-% eines spontan dispergierbaren Konzentrates wie oben beschrieben, 
45 85 bis 99,99 Gew.-% destilliertes Wasser, 5%-ige Glucoselosung oder physiologische Kochsalzldsung 
(Ringeriosung), 

0 bis 10 Gew.-% pharmazeutische Trager- oder Zusatzstoffe und/oder Hilfsmittel. 

Die erfindungsgemass einzusetzenden Tenside oder Tensidgemische konnen anionaktiv, kationaktiv, 
amphoter oder nicht-ionogen sein. Bevorzugt sind sie amphoter oder nicht-ionogen und haben ein HLB- 
50 Verhaltnis (d.h. eine «hydrophilic-lipophilic balance**) zwischen 2 und 18; vorzugsweise liegt es fur Ge- 
mische zwischen 2 bis 6 einerseits und 10 bis 15 anderseits. HLB-Werte geben Auskunft uber die hy- 
drophilen und lipophilen Eigenschaften eines Emulgators. Vgl. dazu «Hydrophile-Lipophile Balance: Hi- 
story and recent Developments" von Paul Becher im Journal of Dispersion Science and Technology 5 
(1). 81-96 (1984). 

55 Geeignete anionische Tenside konnen sowohl sog. wasserlosliche Seifen, als auch wasserlosliche 
synthetische Verbindungen sein. Als Seifen eignen sich die Alkali-. Erdalkali- Oder gegebenenfalls sub- 
stituierten Ammoniumsalze von hdheren Fettsauren (C10-22), wie z.B. die naturiichen Na- Oder K-Salze 
der 6l- Oder Stearinsaure, oder von naturiichen Fett-sauregemischen, die sich u.a. aus Kokosnuss- 
oder Talgol gewinnen lassen. Ferner sind als Tenside auch die Fettsaur -Methyltaurinsalze, sowie mo- 
60 difizierte und nicht-modifizierte Phospholipide zu erwahnen. 

Haufiger werden jedoch sogenannt synthetische Tenside verwendet, insbesondere Fettsulfonate, 
Fettsulfate, sulfonierte Benzimidazol-Dehvate oder Alkylarylsulfonate. 

Die Fettsulfonate und -sulfate liegen in der Regel als Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls substitu- 

1 rte Ammoniumsalze vor und weisen im allgemeinen einen Alkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen auf, wobei 
65 Alkyl auch den Alkylteil von Acylresten einschliesst. Beispiele hiefur sind das Na- oder Ca-Salz der Li- 
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das Dodac^a^s jjm- S—an « MHMWgM*; 
ten. Oia suliomerten Benzlmidaiol-Denvatt anthallen <»W>««M ^ Ca » ode( Trtatenola- 

schon odef c**>ar,*atiscben Alhoholen, ^asattigten wter JJJMJWjn^ K ohlar,.ass.rsto1fraat .jnd 
welcho 3 bis 30 Glykdeinorgruppen and 8 be 20 C A H ' "JJ*J» ^^che Tenside In Frag. 

heit 1 bis 5 Ethylenglykoleinheiten. an „ 5hn ,. 

Als Beispiele nicht-ionischer Tenside seien PolV p r0 p y | e npolyethylenoxyd-Addukte, Tri- 

Nonylphenolpolyethoxyethanole R.^^^^ uberdies 
butylphenoxypolyethoxyethanol. Polye ^^<£g> u Po T^Sel^rv&)-8orbitan-f^ 

sfesjcw bzw das po - 

lyoxyethy1en.(20)-so*itan-Tno^. m »^ ht s a „ em um quate rnare Ammoniumsalze. welche als 
Bei den kat.on«chen Tensiden hande t « «» q ^ ^ wejtefe g obsWu . 

N-Substituenten mtndestens erne Alkyl J* ™i BwU oder niedrige Hydroxyalkylreste aulwetsen. 

Tm^SSJfS^^ z - zB das S ^^ tem - 
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( _CH 2 -CH 2 -0 ) lS — ^— OCH 3 

OH 

H^CHj 



(Soprophor® FL, RHONE-POULENC); 

Diphaso.® 3873 (CIBA-GEIGY), bzwTdas iden.ische SemuJ* EA 188 (SERVO), ein M,schemu.ga«or. 
bestehend aus je 50% der beiden Verbindungen mit den Formeln. 
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C 8 H 19' 




ft V 



o 

II 

{-CH 2 ^H 2 0) 5r -P — OCH, 



10 



15 



C 9 H 19 - 




ft V 



(-ch 2 -ch 2 -o frr-p— och, 

OCH, 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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55 



Diphasol® 3873 (CIBA-GEIGY), ein Alkylphenol Polyglycolether-Phosphat-Tensid 



Tensid 508 (CIBA-GEIGY) 




(-CH 2 — CH 2 — 0) 2 — P 



-OCH, 



OCH 3 



(Tensid 508, CIBA-GEIGY); 



Tinovetin® JU (CIBA-GEIGY), ein HydroxybiphenyMO-ethoxy-phosphorsaureester 
Butyl-mono-4-ethoxy-phosphorsaureester (Zerostat® AT, CIBA-GEIGY), bzw. 



CH,-(CH 2 )—CH-CH 2 -0(-CH 2 — CH 2 -0) 5 - 
C 2 H 5 

(Zerostat ® AN, CIBA-GEIGY) 



-OCH, 



OCH, 



und anderserts Betainverbindungen, d.h. amphotere, salz- und wasserfreie Imidazolderivate, wie z.B. 
das mittels Vakuumdestillation hochgereinigte Tensid Amphonyl CA-AA, vertrieben durch die Oranien- 
burger Chemikalien AG., Frankfurt a.M. (entwickelt von der Firma Chemisches Forschungsinstitut Scha- 
fer AG, CH-4416, Bubendorl): 
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CH=— CH 2 — OH 
I 

— CH 2 mit delokalisierter 

Cocoyl-C i 6 I [+]-Ladung 
— CH 2 

I © 

CH 2 —CH 2 — COO 

Amphonyl CA-AA (CHEMAG). 

Ven.enc.ung linden auch sog ^sor^ ft 
„TWEEN«>» 2CH* von Atlas Chem,ca.. ^'J^SSSASSS^ uno^Glucamate* SSE-20 

Is^esa.^^ 

propyllaurat. Hexyllaurat ^^£^^536 bis 16 Methylgruppen sutetitufcrt ist 
serstoffe mit einer geraden KohlenstoWkette (C,2^), ^^^Volymethylbutane und Polymethylbu- 
und 1 bis 6 Doppelbindungen aufweisen kann wofur Jejene^ me <r JV^^nglykol mit einer alipha th 
tene als Beispiele dienen "^ n " 0 ^^lLS 

schen Carbonsaure (Ce-22 , we e^a P r ^ en ^rMKure wie z B. Myristyl- oder vorzugsweise 

zrG.ycScZ.al oder Mtfyol* 812 SXens einer fre ien Hydroxykjruppe mit 

ein^i^ - ~ "~ 

Tetradecanol. Oleylalkohol, und 2^t^dec^ ejner a)j haliscnen C ar- 

,^K!SfK^^ A,koh0 ' (C,2 - ,e, • w,e 

^SS^JSSSS^ z-B. 1-Methy.-2-Pyrro.idon. Biotenside Terpinylester der aHgemei- 
nen Formel (XIX): 
R2-COO-R3 (XIX) 

worin P.* eine C2.3vA.ky.. bzw. eine C«vA.kenyl- oder Alkapolyengruppe ist und R3 On**. Far- 
nesyh Geranyl-. Isophytyl- o*WJJg =_ die spontan cispergierbaren Konzentrate mittels 

F^arsrs^^ ^ inerten L6sun9smtt,ei wie 

z.B. Tetrahydrofuran. Ethylalkoho. oder Me,h y te n ^ Konzentrate eignen sich Vltamine 

JlSS2t£ S«!Sa! d T«eTnd K 2eren Ester) .Uie aucb ausge- 

MSo^^SS* JFC 800% (CIBA-GEIGY) und/oder TWEENj-20 ^ I Specialty Chemlca.s). 



R2-COO-R3 ( XIX > 
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worin R2 eine C2-3i-Alkyl, bzw. eine C3-3i-AlkenyU Oder Alkapolyengruppe ist und Citronellyl-, Far- 
nesyl-, Geranyh Isophytyl- Oder Phytyl- bedeutet, 

30 bis 45 Gew.-% Invadin® JFC 800% und/oder TWEEN®-20, bzw. TWEEN®-80 und/oder Glucamate® 
SSE-20 (AMERCHOL), 
5 30 bis 45 Gew.-% Soprophor® FL. 

c) 0,5 bis 5 Gew.-% eines Oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis (XVIII), 
5 bis 25 Gew.-% Ethylalkohol Oder 2-Pentanol. 

0 bis 5 Gew.-% DMSO getrocknet, 

bis zu 40 Gew.-% TWEEN®-20 Oder TWEEN®-80 und/oder Glucamate^ SSE-20, 
10 bis zu 60 Gew.-% Soprophor*' FL 

d) 1 bis 5 Gew.-% eines Oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis (XVIII), 
10 bis 25 Gew.-% Ethylalkohol oder 2-Pentanol, 

25 Gew.-% TWEEN®-20 und/oder TWEEN®-80, 
0 bis 15 Gew.-% Invadin® JFC 800%, 
15 bis zu 50 Gew.-% Soprophor® FL. 

e) 0,5 bis 4 Gew.-% des Wirkstoffes laut Forme! (I), 

3 bis 12 Gew.-% Ethylalkohol oder 2-Pentanol und/oder DMSO getrocknet, 

16 Gew.-% Citronellyl- 10-Undecenoat (Cnn-Citronelly lester) oder Citronellyl-Laurat (Ci2:0-Citronellyle- 
ster). 

20 34 bis 40 Gew.-% Invadin® JFC 800%, 
34 bis 40 Gew.-% Soprophor® FL. 

N.B.: INVADIN® JFC 800% (CIBA-GEIGY) ist ein wasserlreier tert. Octylphenylpolyoxyethylen Ether 
mit 9 bis 10 Oxyethylen Gruppen. 

TWEEN®-20 (ICI Speciality Chemicals) ist die Handels-Bezeichnung fur das Polyoxyethylen-(20)-sor- 
25 bitan Monolaurat, TWEEN®-80 fur das Polyoxyethylen-(20)-sorbitan Monooleat. CTFA Classification als 
Polysorbate 20, bzw. 80, [Merck-Index 11.7559]. Glucamate® SSE-20 (AMERCHOL) ist die Handelsbe- 
zeichnung fur das Polyethylenglykot-20 Methyl Glucose Sesquistearat gemass CTFA Classification. 

BEISPIEL fur die pharmazeutische Herstellung eines Systemoraparates mit erfindungsgemassen 
Konzentraten in der Form von "multiple units*. 
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a) Granulierung 



Metolose® 90 SH-4000 (Shin-Etsu Chemical) 90.0 g 

Avicel® PH-101 80.3 g 

Erfindungsgemasses KONZENTRAT 139.4 g 

Aerosil® 200 80.3 g 
I 390.0 g 

Granulieren/formen im Schnellmixer oder im Rotationsbett unter Zusatz von 110 g Ethanol, brechen, 
sieben 18 bis 42 mesh, trocknen 24 h bei 40°C. 

b) MSR- und RETARD-Ausrustung im Rotationsbett mit AQOAT® AS-HG (Shin-Etsu Chemical) und 
Talk 



c) Zusammensetzung fertiges Granulat/bzw. Micropellets 
Kemmaterial 44% 
Erfindungsgemasses-KONZENTRAT 25% 
MSR-Beschichtung 31 % 
I 100% 

N.B.: MSR = Magensaft-Resistenz. Die Pellets/Granulate gemass a) konnen auch ohne Befilmung 
unmittelbar in Kapseln abgefullt werden, welche aus AQOAT® (HPMC-AS-M oder HPMC-AS-N) herge- 
stellt sind, mit Aceton/Ethanol 1:1 verschlossen werden und so die Funktionen der MSR und der verzo- 
gerten Abgabe (Slow-Release, Retard) angemessen steuem. 

Biologische Prufungen 

Die antitumorale Wirkung von spontan dispergierbaren Konzentraten mit Wirkstoffen gemass den 
Herstellungsbeispielen a) bis c), sowie den Aufarbeitungsbeispielen a) bis e) wird anhand folgender 
Prufungsergebnisse bestatigt: 
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1. in vitro-Tests mit geeigneten Tumorzell-Unien 



10 



15 



20 



25 



30 



35 
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45 



Es wurde ein bioiogisches Assay-System entwickett da smtt j^^^^^S^ST^ 
arbeltet. Ang setzt warden je 10</ml TumorzeUen ,n Kuftmnedun "PMM640 ^rnn 
serum inaktiviert (GIBCO); sie warden so «"^W ausgesd t dass s , wa r ^ ^ ^ 

konnen. in nichtkonlluenten Monoids. Di ^TSSS oSSn w M die Halite entnommen und in 

ZttX£*l£t usi Es entsteht e,ne 9eome,rsche 

schliessend farbenflixieren mit 0 1% VergrSsserung 300- 

r wertun9 ,asst sich auch 

5^ I S£^ am Spektrophotometer vomehmen. 



2. Prufung auf Zelltoxizitdt 




2% TAXOL-W.S. 



2% TAXOl-W.S. 

5% ZEAXANTHIN-di- 
Undecenoat 

5% ZEAXANTHIN-di- 
Palmitat (PHYSALIEN) 

5% C111-AZA- 
FRINYL ESTER 

5% VITAMIN D3-IO- 
UNDECENOAT 



MIKROEMULSION 
1:1000 

AKTIBSUBST. 

ME 1:500 
AKTIVSUBST. 

ME 1:1000 
AKTIVSUBST. 

ME 1:500 
AKTIVSUBST. 

ME 1:500 
AKTIVSUBST. 

ME 1:500 
AKTIVSUBST. 



160 000 
8 Mio. 

20 000 
1 Mio. 

40 000 
800 000 

20 000 
400 000 

40 000 
800 000 

80 000 

1,6 Mio. 



320 000 
16 Mio. 

320 000 
16 Mio 

160 000 
3,2 Mio. 

160 000 

3,2 Mio. 

160 000 
3,2 Mio. 

320 000 
6.4 Mio. 



Verdunnungen: 

Erste Zeile aul Konzentrat berechnet 
Zwerte Zeile auf Aktivsubstanz-Gehalt berechnet 



1. Juni 1995. 
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2.2 Versuchswiederholung auf Py6-Zellen mit den gleich wie unter 2.1 zusammengesetzten 
MARIGENOL®-Konzentraten aber mit verschiedenen Expositionszeiten. 



5 



10 



SUBSTANZ 
KONZENTRAT 


PRAPARATE 
IM TEST 


EXPOSITION 24 h 
In Verdunnung wirksam 
bis 2U 1 : 


EXPOSITION 72 h 
In Verdunnung wirksam 
bis zu 1: 


2% TAXOL-W.S. 


MIKROEMULSION 








1:1000 


40 000 


160 000 




AKTIVSUBST. 


2 Mio. 


8 Mio. 


2% TAXOL-W.S. 


ME 1:500 


80 000 


1 280 000 




AKTIVSUBST. 


4 Mio. 


64 Mio. 


5% VITAMIN 


ME 1:500 


10 000 


640 000 


D 3 -a.t.-RETINAT 


AKTIVSUBST. 


200 000 


12.8 Mio. 


5% VITAMIN 


ME 1:500 


40 000 


160 000 


D 3 -10-UNDECENOAT 


AKTIVSUBST. 


800 000 


3,2 Mio. 



Verdunnungen: 
20 Erste Zeile auf Konzentrat berechnet 

Zweite Zeile auf Aktivsubstanz-Gehalt berechnet 
22. Juni 1994 



2.3 Vergleichspraparate mit besserer Zuganglichkeit 

25 

Prufung an Py6-Virus transformierten Mausfibroblasten 



30 



35 



50 



55 



SUBSTANZ 


PRAPARATE 
IM TEST 


EXPOSITION 24 h 
In Verdunnung wirksam 
bis zu 1 : 


EXPOSITION 72 h 
In Verdunnung wirksam 
bis zu 1 : 


5% ZEAXANTHIN-di- 


ME 1:1000 


20 000 


320 000 


Undecenoat 


AKTIVSUBST. 


400 000 


6,4 Mio. 


5% PHYSALIEN 


ME 1:500 


10 000 


80 000 




AKTIBSUBST. 


200 000 


1,6 Mio. 


2% C11.1-0'- 


ME 1:1000 




640 000 


APOCAROTIN ESTER 


AKTIVSUBST. 




32 Mio. 


(Undecenoat) 






1% Ci2:0- 8 '- 


ME 1:100 




512 000 


APOCAROTIN ESTER 


AKTIVSUBST. 




51,2 Mia 


(Laurat) 






1% C18 0- 8 '- 


ME 1:100 




128 000 


APOCAROTIN ESTER 


AKTIVSUBST. 




12.8 Mio. 


(Stearat) 






1% Cie i- 8 '- 


ME 1:500 




160 000 


APOCAROTIN ESTER 


AKTIVSUBST. 




16 Mio. 


(Oleat) 






1% Cn 1- 


ME 1:100 




256 000 


AZAFRINYL ESTER 


AKTIVSUBST. 




25,6 Mio. 


1% ISOZEAXANTHIN- 


ME 1:100 




256 000 


di-10-UNDECENOAT 


AKTIVSUBST. 




25.6 Mio. 



Exposition: 72 h 
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3.0 Vergleich des Einflusses der TAXOL-FORMULIERUNG auf* Bioverfugbarkeit und 
die spezifische Wirksamkeit: 

A Konzentrate herg stem mit IPM als Coemulgator und mit Cremophor® EL (BASF) als Tensid 

weiligen Konzentraten 

Prutung der Zelltoxizitat mit Py6-Ze1len (Polyoma-Virus transtormierten 3T3-Maustibroblasten) 



PRAPARATE KONZENTRATE mit 


EXPOSITION 48 h 
zelltoxisch bis 1: 


EXPOSITION 96 h 
zelltoxisch bis 1: 


A 2% TAXOL-W.S. 
B 


320 000 
640 000 


640 000 
1 280 000 


A 2.5% VITAMIN A 

B ALKOHOL (RETINOL) 

A 2.5% VITAMIN A 
B SAURE (TRETINOIN) 


40 000 
1 280 000 

20 000 
640 000 


40 000 
1 280 000 

20 000 
640 000 


A 

B 2% LYCOPIN *) 




12 800 000 



*) Exposition: 72 h. 



3.1 VERGLEICHSPROFUNGEN (FORTSETZUNG) 

A TAXOL-W.S., als spontan dispergierbares MARIGENOL®-Konzentrat tormuliert, das eine wasserige 
^f^r^TX^^es Konzentrat tormuliert. das nur eine wasserige Mato-emuteion oil- 
% BACCATIN-III-W.S., als spontan dispergierbares M ARIG ENOL®-Konzentrat formullert. das eine 
^^C^SR^XlZ^es Konzentrat tormuliert. das nur eine wasserige Mflfctt-emul- 
sion bildet 



GEPRUFTES 
KONZENTRAT 


MIKRO-/MAKRO- 
EMULSION 1:100 


EXPOSITION 24 h, 
in Verdunnung wirksam 
bis zu 1: 


EXPOSITION 48 h, 
in VerdOnnung wirksam 
bis zu 1: 


mrt 1%-WIRKSUBSTANZ 


AKTIVSUBSTANZ 

AS. 






A: TAXOL-W.S. 


EM 1:100 
AS. 


128 000 
12,8 Mio. 


512 000 
51,2 Mio. 


B: TAXOL-W.S. 


EM 1:100 
AS. 


< 4000 

< 400 000 


< 4000 
< 400 000 


C: BACCATIN-III-W.S. 


EM 1:100 
AS. 


128 000 
12,8 Mio. 


256 000 
25,6 Mio. 


D: BACCATIN-III-W.S. 


EM 1:100 
AS. 


< 4000 

< 400 000 


< 4000 

< 400 000 



55 Man beachte dass die erfindungsgetreue Konzentratbildung der herkommlichen FormuKerung | wert 



60 



nTsTtache und STSS £22 E «- wuZEZ des bislang Oblichen und Erreichbarm 

ISLS^SS. ® K ntentrate m« C i i-Citronellylester als Coemulgator und mit einer 1:1 TenwMA- 
schungTnvaSn® *£w£«3^ FL foLlien. H rk6mm.ich formulierte Konzentrate m,t Iso- 
Smynsfat als Coemulgator und mit Cremophor® EL (BASF) aufgebaut ^^^^ 
P to beiden Fallen gleiches ant ilig s Verhaltnis W.S.: Coemulgator: T ns.den angenommen. 
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3.2 Die analytische Nachprufung der unterschiedlichen Formulierungen am Institut fur Polymere an der 
E.T.H. in Zurich ergab die nachfolgenden Messdaten: 

PRAPARAT MIZELLGROSSE in nm 

5 A: TAXOL-W.S. 2.2-2.3 

ohne Filter 

B: TAXOL-W.S. 5-6 60-100 

starke Streuung 

10 breite Verteilung 

10%-Filter 

C: BACCATIN-III-W.S. 2.2-3.0 

ohne Filter, aber 75° 

15 D: BACCATIN-III-W.S. 4-12 

starke Streuung 
breite Verteilung 
10%-Filter 

20 ESTER-VERBINDUNGEN: 

Q: QUERCETIN-PENTA-UNDECENOAT 2-3 
QE: (J-OESTRADJOL-DI-OLEAT 2-3 
F: APIGENIN-TRILAURAT 2-3 
L: GENISTEIN-DILAURAT 2-3 
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Gemessen wurde die wasserige Emulsion 1:100 der 1%-tgen Konzentrate mittels dynamischer Licht- 
streuung (DLS) in je 3 Winkelstellungen, mit je 10 Einzelmessungen, an einem speziell ausgerusteten 
30 « Fiber-optic Spectrometer** des Instituts fur Polymere, E.T.H., Zurich. Fur die Beschreibung der Metho- 
dik und des Gerates vgl. "Mode-selective dynamic light scattering: theory versus experimental realizati- 
on". Thomas Gisler et al., Applied Optics/Vol. 34, No. 18/20 June 1995. 



4.0. Analytischer Nachweis 

4.1 Identifikation von TAXOL-Wirksubstanz 

Kapillarzonen-Elektrophorese mit einem Gerat P/ACE 2100 von Beckman Instruments, bzw. einem 
BioFocus Integrator von BIO-RAD Laboratories. 

Bedingungen: 
Puffer pH = 7.0 
50 mM Na-phosphat 
100 mM Borsaure 
50 mM SDS 
filtriert 0.2 jim 

Zu 20 ml Puffer werden 5 ml Methanol gegeben. Kapillare: HP bubble cell FS 50 prn 0, 37 cm. In- 
jektion: 20 psi'sec. Run 15 kV, Messung bei 192 nm. Der Ester peak erscheint nach gut 5 Minuten. 
Detektionsgrenze 0.5 ppm, sehr hohe Auflosung. 

4.2 Identifikation der Konzentrat-Mizellen in der wasserigen Mikroemulsion/bzw. im gereinigten 
Zellplasma der Tumorzellen. 

Gleiche Methodik wie 4.1. 

Der charakteristische Peak erscheint nach ca. 6 Minuten. 

4.3 Nachweis der Membran-Penetration an der Tumorzelle 



Am Lichtmikroskop (wie auch am Elektronenmikroskop) lasst sich aufzeigen, dass wenige Stunden 
nach der Inkubation (Beispiel Py6-Zellen = Polyoma-Virus transformierte 3T3-Mausfibroblasten; dunn 
60 ausgesat, mittlere Verdunnung der Wirkstoff-Konzentrate) sich in Kranz von Vakuolen urn den Zellkern 
herum ausbildet. Als Markiersubstanz kann dem Konzentrat eine kleine Menge Canthaxanthin beigege- 
ben w rden. das eine deutliche Fluoreszenz besitzt. 

Der analytische Nachweis, dass dies Vakuolen die Taxol-Wirksubstanz enthalten, erfolgt ebenfalls 
mittels mizellarer Kapillar-Z nen-Electrophorese «MECC», (Beckman Instruments, P/ACE System 2100 
65 oder BioFocus von Bio-Rad). 
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4 4 Kontrolle des Motekulargewichts der Wirksubstanz im gereinigten Zellsaft (nach Diffusion) mittete 
UV-MALDI-Massenspektroskopi unter Verwendung von Sinapinsaure als Matnx (Trans-3.5-dimetnoxy- 
4-hydroxy-Zimtsaure. C11H12O5. Fluka 85 430). 

Vgl im ubrigen: Koji Otsuka et al.: Separation of lipophile compounds by micellar electrokinetic chro- 
matography with organic modifiers. Electrophoresis. 1994. 15, 1280-83 (VCH Verlagsgesellschatt mbH. 
Weinheim). 

5.0 Venraglichkeit der MARlGENOL®-Praparate 

AUSWIRKUNG auf das BLUTBILD TOXIZITAT von MARIGENOL®-KONZENTRATEN an der 
BALB/c-Maus. %-Anteil der Blutkdrperchen 



15 



M N E B 





G 17 


10- 7 
10-5 

10-3 


70 ± 6 
77 ± 6 
69 ± 10 


11 ± 3 

6±3 

7±5 


13 ± 4 
11 ± 4 
22 ± 8 


6±4 
5±4 

2 ±2 


0 

1 ± 1 
0 


20 


G 41 


10- 7 
10-5 
10-3 


77 ± 6 

78 ± 4 
80 ± 6 


6 ± 3 
10± 2 
8 ± 2 


13 ± 5 
10 ± 4 
10 ± 6 


3±3 
1 ± 1 
12± 1 


0 

1 ± 1 
0 


25 


G 44 


10-7 
10-5 
10-3 


74 ± 17 
74 ± 6 
76 ± 5 


10 ± 1 
9± 4 
6±4 


20 ± 9 
14 ± 7 
16± 8 


1 ± 1 
4±3 
2±1 


0 
0 
0 




G 55 


10-7 

10-5 
10-3 


78 ± 4 
69 ± 10 
77 ± 5 


10 ±4 

11 ±3 
6±4 


10 ± 4 
18 ± 4 
14 ± 2 


2 ± 1 

1 ± 1 

2 ± 1 


0 
0 

1 ± 1 


30 


KONTROLLEN 
(Phys. Puffer) 


76 ± 5 


8 ±2 


15 ± 4 


1 ± 1 


0 



G 17 2%-Konzentrat mit C 5 o-iso-CHOLESTERYL-ESTER (Cholesteryl-iso-Valerat) 
35 G 41 2%-Konzentrat mit di:i-ERGOSTERYL-ESTER (ErgosteryMO-Undecenoat) 

G 44 2%«Konzentrat mit Ci 8 :2-CHOLECALCIFERYL-ESTER <Ci 8 :2-D 3 ; Vitamin-D 3 -Linolat 
G 55 2%-Konzentrat mit C41-CHOLECALCIFERYL-ESTER (C 4 rD 3 ; Vitamin-D 3 -Crotonat) 
Verdunnungen: 

10- 7 = 0,1 ppm Konzentrat; 0,002 ppm Wirksubstanz 
40 10-5 s 10 ppm Konzentrat; 0,200 ppm Wirksubstanz 

10-3 - 1000 ppm Konzentrat; 20,000 ppm Wirksubstanz 

(auf die wasserige Mikroemulsion berechnet) 

Legende: 

L = Lymphocyten 
45 M = Monocyten (Makrophagen) 

N = Neutrophil Granulocyten 

E = Eosinophil Granulocyten 

B = Basophiie Granulocyten 

50 Durchfuhrung der Proben: Prof. Dott. Guido FORNI, Dotta Stefania VAI, Universita di Torino, Diparti- 
mento di Scienze Cliniche e Biologiche, Ospedale San Luigi Gonzaga, 1-10 043 ORBASSANO (TO), 
August/September 1993. M . 0 . „ 

Test mit normalen 8-wochigen weiblichen BALB/c nAncr (H-2d)-MSusen, geliefert von Charles Rrver 
Laboratories. Calco (Italien). Wahrend 4 Wochen taglich zweimalige Injektion i.v. von je 0,250 ml was- 

55 seriger Mikroemulsion, gebildet aus den angegebenen Konzentraten, bzw. mit physiologischem Putter 
fur die Kontrollen. Fdrbung mit May Grunwald-Giemsa. 
Zeit der Behandlung: 28 Tg. 
Blutanalyse: nach der letzten Injektion 
Anzahl Tiere: 13 Gruppen zu je 5 Tieren 

60 RESULT AT: Es treten keine signifikanten Unterschiede auf zu den Kontrollen. Es konnte keine 10x1- 
zitat der Konzentrate auf die Leukozyten- Population festgestellt werden. Auch die Erythrozyten-Populati- 
on zeigte normale Werte. Alle Tiere waren und blieben gesund bis zum Schluss d r V rsuche. 
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Pat ntanspruch 

1. Spontan dispergieibares Konzentrat, welches mit Wasser, mit 5%-iger Glucoselosung od r mit 
Ringerldsung verdunnt thermodynamisch stabile Ultramikro mulsionen ergibt, di Mizellen mit einem hy- 
drodynamischen Radius von 2.2 bis 3.0 nm aufweis n, dadurch bestimmt, dass es aus folgenden Kom- 
ponenten besteht: 

0,5 bis 5 Gew.-% eines Wirkstoffes laut den Formeln (I) bis (XVIII), bzw. einer Kombination solcher 
Wirkstoffe: 



10 



15 



20 



25 




30 



35 



(I) : R = 



H s C fi H 

5 6 

>c- C0 ° 

H H 



mit R = H; R = Ac 



40 



45 



X xoo 



(CH 3 ),C-ONH C 



(II) : R = 



H 0H .R«-H 



50 



55 



60 



(III) : R 1 = OH ; R 2 = H 

(IV) : R 1 = OH ; R 2 = Ac 



(V) : R 2 = Ac, R 1 wie in (I) mit R' = 



e G 

CO(CH 2 ) 2 COO N(CH 2 CH 2 OH), 



I 

H 



65 



CH 688 504 A5 



10 



(VI) : R 2 ■ Ac, R 1 wie in (I) mit R' 

(VII) : R 2 * Ac, R 1 wle In (I) mit R* 



15 (VIII) : R 2 = Ac. R 1 wie in (I) mit R' = 
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(IX) : R 2 ■ Ac, R 1 wie in (I) mit R' « 

(X) : R 2 « Ac. R 1 wie in (I) mit R' = 

(XI) : R 2 = Ac, R 1 wie in (I) mit R' * 

(XII) : R 2 ■ Ac. R 1 wie in (I) mlt R' ' 

(XIII) : R 2 ■ Ac, R 1 wie in (I) mit R" ■ 

(XIV) : R 2 * Ac, R 1 wie in (I) mlt R' 

(XV) : R 2 ■ Ac, R 1 wie in (I) mit R' 



OAc 



AcOl" 



e ® 

CO(CH 2 ),COO N(CH 2 CH 2 OH) 2 
H 

9 G 

CO(CH 2 ) 5 COO Na w 

o e 

CO(CH 2 ) 3 — CONH(CH 2 ),-N(CH,) 2 CI 

H 

© 9 

COCH 2 -N(C 2 H 8 ) 2 CH 2 SO, 
H 

COCH 2 OCH 2 COOH 
COCH 2 SCH 2 COOH 
COCH 2 S0 2 CH 2 COOH 
COOCH 2 CH 2 S0 2 C 6 H 6 

3 

COOCH 2 CH 2 S0 2 -p-nltrophenyl 
COOCH 2 CH 2 S0 2 -p-aminophenyl 



(XVI) : 




60 
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OCinnamoyl 



15 (XVII) 




AcO" 1 



30 (XVIII) : OAc 



5 bis 25 Gew.-% eines als Hydrotrop, d.h. Coemulgator dienenden. pharmavertraglichen Losungsmit- 
tels Oder Losungsmittelgemisches. 
35 5 bis 90 Gew.-% eines pharmavertraglichen Tensides oder Tensidgemisches. 
und wahlweise 0 bis 10 Gew.-% eines Vitamins Oder Provitamins, sowie 
0 bis 10 Gew.-% eines Stabilisators, Radikalfangers oder Penetrationsverbesserers. 

2. Ein pharmazeutisch verwendbares Kombinationspraparat, das aus 90 Gew.-% des spontan disper- 
gierbaren Kon2entrates gemass Anspruch 1 und 10 Gew.-% pharmavertraglichen Tragerstoffen und/ 

40 oder Verdunnungsmitteln besteht. 

3. Spontan dispergierbares Konzentrat, enthaltend Taxol oder Taxolanaloge Verbindungen der For- 
meln (I) bis (XVIII) gemass Anspruch 1, als Mittel zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates 
mit erhohter und gut vertraglicher Wirksamkeit gegen Tumore, Ekzeme und Psoriasis. 

4. Spontan dispergierbares Konzentrat gemass Anspruch 1, bestehend aus folgenden konstitutiven 
45 Komponenten: 

0,5 bis 5 Gew.-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Formeln (I) bis (XVIII), 

9,5 bis 25 Gew.-% Isopropylmyristat, Isopropylpalmitat oder Neutraldl (Oleum neutrale). oder eines 
Oder mehrerer biotensider Terpinylester der allgemeinen Forme! (XIX): 



R2-COO-R3 (XIX) 



worin R* eine C 2 -3i-Alkyl ( eine C^i-Alkenyt- oder eine C3- 3 i-Alkapolyengruppe ist und R^ Citronellyl- 
Famesyl-, Geranyl-, Isophytyl- oder Phytyl- bedeutet. 
30 bis 45 Gew.-% eines Phosphorsaureester-Tensides, 
55 30 bis 45 Gew.-% des wasserfreien tert. Octylphenylpolyoxyethylen Ethers mit 9 bis 10 Oxyethylen 
Gruppen. 

5. Spontan dispergierbares Konzentrat gemass Anspruch 1, bestehend aus folgenden konstitutiven 
Komponenten: 

0,5 bis 5 G w.-% eines oder mehrerer Wirkstoffe der Form In (I) bis (XVIII), 
60 5 bis 25 Gew.-% eines oder mehrerer biotensider Terpinylester der allgemeinen Formel (XIX): 

R2-COO-R3 (XIX) 

worin R* eine C2-31-Alkyl, eine C3-31-Alkenyl- oder ein C3-3i-Alkapolyengruppe ist und R3 Citronellyh 
65 FarnesyK Geranyl-, Isophytyl- oder Phytyl- bedeut t, 
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%gS&.* * » Afcylphnnai PoWykalndia. PncMiat-Tansidas ada, das Tnstynnph "*PO- 
^£an«»d..P^^ 

^fs^w'TS^i Wrw* da. Fnms.n (I) Pis (XV*). 10 Pis 2S (*».•% E^aito, 

ven Komponenten: 

STBS «s ^p^-p.^.^ 

9. Tharapaulischas S>*«J?j»* lif. M "SS i SScSwJ 10 Gew,% aus phendavar. 
zentral gamass einem der Ansprucne 1 Oder 4 »s »• ™" *" . hame . te ||t 1st und das in Dosis-Em- 
Sgiiehan TrtgmWtaP. ^^^"fZ^S^Z^S af Kapsaln mMgL 

^fflKSS. -K 5£n Tu*ar.. Ekzame und Psodas,. 
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